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摘要 :目的 用 限制 性 标记 基因 组 扫描 (RLGS) 分 析 前 列 腺 腺 癌 基 因 组 CpG 岛 的 异常 甲 基 化 ,为 前 列 腺 腺 癌 相 关 基 因 的 甲 基 
化 研究 奠定 基础 。 方 法 采用 激光 捕获 显 微 切 割 技术 从 20 例 前 列 腺 腺 癌 和 18 例 良性 前 列 腺 增生 组 织 中 捕获 均一 同 质 的 腺 
体 细胞 ,提取 DNA ,利用 RLGS 技术 对 这 些 样本 基因 组 CpG 岛 扫描 ,比较 前 列 腺 腺 癌 和 良性 前 列 腺 增生 的 CpG 岛 甲 基 化 差 
异 ,筛选 出 参与 前 列 腺 腺 癌 发 生 的 CpG 岛 甲 基 化 基因 。 将 其 上 传 至 DAVID 数 据 库 进行 GO 分 析 , 并 对 筛选 出 甲 基 化 最 显著 
的 基因 DPYS 进行 焦 磷 酸 测序 。 结 果 前 列 腺 腺 癌 和 良性 前 列 腺 增生 分 别 有 10245 个 和 8658 个 CpG 岛 发 生 甲 基 化 , 甲 基 化 
之 生 率 分 别 为 37.2% 和 30.3% ,其 中 超过 60% 为 启动 子 区 CpG 岛 。 前 列 腺 腺 瘤 与 良性 前 列 腺 增生 存在 差异 甲 基 化 的 CpG 岛 
有 735 个 ,其 中 高 甲 基 化 458 个 ,去 甲 基 化 256 个 。 筛 选 出 DPYS .P16.APC、GSTP1 .TMEM122 RARB .ARHGAP20 等 7 个 前 列 腺 
腺 癌 甲 基 化 最 显著 的 基因 。 生 物 信息 学 分 析 提 示 这 些 基 因 涉 及 多 个 分 子 功能 和 生物 过 程 ,其 中 DPYS 参 与 7 了 13 个 GO 注释 
的 生物 功能 ,50 种 疾病 的 发 生发 展 和 47 个 蛋白 间 的 相互 作用 。 对 CpG 岛 7 个 位 点 进行 焦 磷 酸 测序 ,平均 甲 基 化 频率 为 32.7%。 可 
能 在 前 列 腺 腺 癌 发 生发 展 中 存在 重要 的 意义 。 结 论 RLGS 发 现 前 列 腺 腺 癌 和 良性 前 列 腺 增生 之 间 存 在 大 量 CpG 岛 高 甲 基 
化 和 去 甲 基 化 改变 。 筛 选 出 甲 基 化 显著 的 基因 DPYS 在 前 列 腺 腺 癌 发 生 和 发 展 中 起 重要 作用 ,机 制 有 待 进一步 研究 。 
关键 词 :限制 性 标记 基因 组 扫描 ;前 列 腺 癌 ; 良 性 前 列 腺 增生 ;DNA 甲 基 化 ;DPYS 
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Abstract: Objective To screen methylations of CpG islands in prostate cancer using restriction landmark genomic scanning 
(RLGS). Methods The DNA was extracted from homogeneous cells captured by laser capture microdissection in 20 prostate 
cancer and 18 benign prostatic hyperplasia (BPH) tissues for scanning the CpG islands using RLGS. The methylation status of 
each CpG island was compared between the cancer and BPH samples to screen the genes involved in prostate cancer 
development. The screened genes were uploaded to DAVID database for GO analysis, and the genes with the most significant 
methylation were analyzed by pyrosequencing. Results and Conclusion Among all the tested CpG islands, 10245 (37.276 ) in 
prostate cancer and 8658 (30.376) in BPH samples were found to be abnormally methylated, and >60% of the methylated CpG 
islands were in the promoter region. Compared with BPH samples, the prostate cancer samples showed differential 
methyation in 735 CpG islands, including 458 hepermethyated and 256 hypomethelated ones. Seven genes (DPYS, P16, APC, 
GSTP1, TMEMI122, RARB, and ARHGAP20) in prostate cancer were identified to have distinct methylations. Bioinformatics 
analysis suggested that these genes were associated with several biomolecular and biological processes, and among them 
DPYS gene was involved in 13 GO anotated biologic functions, development of 50 diseases and 47 protein interactions. 
Pyrosequencing of 7 sites of the CPG island in DPYS gene showed a methylation frequency of 32.776, suggesting the 
importance of DPYS gene in the carcinogenesis and progression of prostate cancer. 

Key words: restriction landmark genomic scanning; prostate cancer; benign prostatic hyperplasia; DNA methylation; DPYS 
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限制 性 标记 基因 组 扫描 (restriction landmark 
genomic scanning, RLGS) 是 一 种 有 效 的 基因 扫描 技 
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术 , 能 鉴别 DNA 的 放大 效应 和 异常 的 DNA 甲 基 化 "|。 
前 列 腺 癌 新 发 病例 已 超越 肺癌 成 为 男性 恶性 肿瘤 发 
病 的 第 一 位 。 目 前 国内 外 依然 使 用 前 列 腺 特异 性 
抗原 (PSA) 和 直肠 指 检 对 前 列 腺 癌 进 行 得 查 ,结合 B 
超 CT, MRI,PET/CT 等 影像 学 检查 辅助 诊断 ”“。 但 
PSA 用 于 诊断 前 列 腺 腺 癌 的 特异 性 较 低 中。 近年 来 
的 研究 发 现 前 列 腺 癌 的 发 生 和 发 展 常 伴随 着 DNA 甲 
基 化 水 平 的 改变 ,其 至 有 非常 高 的 前 列 腺 癌 特 异性 ， 
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有 望 成 为 前 列 腺 癌 诊 断 的 新 肿瘤 标志 “。 根 据 甲 基 化 
研究 位 点 数量 的 不 同 , 甲 基 化 研究 技术 可 分 为 特定 片 
段 /位 点 甲 基 化 分 析 及 全 基因 组 甲 基 化 分 析 。 在 过 去 的 
研究 中 , 主要 以 特定 片段 /位 点 甲 基 化 分 析 为 主 ,如 英国 
学 者 采用 亚 硫 酸 氢 钠 测 序 法 (BSP) 对 前 列 腺 癌 和 前 列 
腺 增生 组 织 中 GSTP1.CDH1 和 P16 基因 CPG 岛 甲 基 化 
进行 检测 ,发现 前 列 腺 腺 癌 组 织 中 GSTP1 和 CDHI 甲 
基 化 与 前 列 腺 增生 的 差异 具有 统计 学 意义 ,但 实 
验 中 反复 用 PCR 扩 增 会 使 肿瘤 特异 性 存疑 。 本 研究 
采用 的 RLGS 不 需要 依赖 PCR 和 杂交 动力 学 就 可 以 
全 面 检测 前 列 腺 腺 癌 腺 体 细胞 及 良性 前 列 腺 腺 体 细 
胞 基因 组 CpG 岛 的 甲 基 化 状态 ,获取 具有 高 敏感 性 
和 特异 性 的 前 列 腺 腺 瘤 标 志 物 ,可 望 提高 前 列 腺 腺 
癌 的 早期 筛选 水 平 ,并 为 前 列 腺 肿瘤 的 表 观 治疗 提 
TIER ER o 


1 资料 和 方法 
1.1 临床 资料 

本 组 38 例 组 织 标本 均 来 自 广东 省 人 民 医 院 泌 尿 外 
科 2012 年 1 月 ~2013 年 12 月 前 列 腺 癌 根 治 术 患 者 及 经 
尿道 前 列 腺 等 离子 电 切 术 患 者 的 前 列 腺 组 织 。 前 列 腺 
癌 患 者 平均 年 龄 为 68.3 岁 (63~78 岁 ), 良 性 前 列 腺 增生 
组 平均 年 龄 为 68.6 岁 (63~73 岁 )。 前 列 腺 腺 癌 组 按照 
AJCC 的 TNM 分 期 标准 五 期 17 例 ,人 V 期 3 例 ,Gleason 


1 显 微 切割 前 列 腺 组 织 样品 示意 
Fig.1 Laser capture microdissection of prostate samples. A: Tumor lesions marked before microdissection; B: The 
same slide after microdissection; C: Resected tumor tissues. 


1.3. 限制 性 标记 基因 组 扫描 (RLGS) 

样本 DNA 以 甲 基 敏 感 的 Nor I ( GCLGGCCGO) 
酶 进行 消化 。 低 频 切 制 识 别 序列 包含 2 个 CpG 位 点 。 
以 32 P-dCTP 和 32P-dGTP 标 记 末 端 。 再 以 RcoR V 1H 
化 ,产生 较 短 的 Not T -EcoR V 片 段 ,电泳 展开 。 人 然后 用 
Hinf T 于 凝 胶 内 消化 ,产生 更 短 的 Not T -Hinf I 片段 。 
将 凝 胶 旋 转 90°" 第 2 次 电泳 显影 成 RLGS 图 谱 。 
1.4 焦 磷酸 测序 

在 4 种 酶 (DDNA 聚 合 酶 (DNA polymerase) .AIP 硫 
酸化 酶 (ATP sulfurytase) .荧光 素 酶 (luciferase) 和 三 磷 
酸 腺 苷 双 磷 酸 酶 (Apyrase) 的 催化 下 ,每 一 轮 测序 反应 


评分 均 为 7 分 ,前 列 腺 腺 癌 患 者 术 前 均 行 前 列 腺 穿刺 活检 
术 确 诊 。 良 性 前 列 腺 增生 患者 术 前 PSA 均 <4 ng/mL, 
术 后 病理 证 实 为 良性 前 列 腺 增生 。 人 入 选 标本 在 进行 显 
微 切割 前 后 均 由 2 位 工作 经 验 大 于 5 年 的 病理 科 医 生 再 
次 阅 片 确认 标本 的 病理 诊断 。 所 有 患者 均 签署 研究 知 
情 同 意 书 ,研究 方案 经 医院 伦理 委员 会 审核 批准 。 
1.2 标本 保存 、 包 埋 .HE 米色、 显 微 切 割 及 DNA 提 取 

术 中 前 列 腺 组 织 离 体 后 立即 在 无 菌 条 件 下 齐 开 前 
列 腺 组 织 , 直 视 下 切取 前 列 腺 腺 癌 组 织 或 直接 获取 良性 前 
列 腺 增生 组 织 ,切取 组 织 大 小 为 1.0 cmx1.0 cmx1.0 em, 
以 生理 盐水 清洗 净 , 立 即 分 装 在 2.5 mL 冻 存 管 中 , 并 迅 
速 予 以 液 氮 暂 存 后 转移 到 -80 % 冰 箱 。 该 过 程 在 前 列 
腺 腺 瘤 组 织 或 良性 前 列 腺 增生 组 织 离 体 后 10~20 min 
内 完成 。 收 集 好 组 织 标 本 从 -80 JC 冰箱 取出 后 ,立即 移 
入 温度 设置 为 -23 % 的 冰冻 切片 机 中 ,迅速 用 O.C.T 包 
埋 , 切 片 厚度 8 um, 平 铺 于 Membrane-Slides 上 ,并 在 室 
温 下 行 快 速 染 色 ,具体 步骤 为 : 苏 木 素 10 s 一 自来水 洗 
1-2 S$ 一 1% 盐 酸 酒精 分 化 (1 s) 一 自来水 洗 1-2 s t 
红 2 s 一 自来水 洗 1~2 s 一 80% 酒 精 1 s 一 90% 酒 精 1 s 
100% 酒 精 1 s, 染 色 完 成 后 迅速 将 玻 片 放 人 电热 恒温 草 
风 箱 中 烘 干 约 2~3 s, 室 温 下 开始 用 激光 捕获 显 微 切 割 
仪 (LMD6000, Leica, Gemany) 进 行 显 微 切割 (图 1)。 
组 织 样本 总 DNA 提取 按 QIAGEN 试 剂 盒 ( 产 品 编号 : 
51106)。 


体系 中 只 加 入 一 种 脱氧 核 背 酸 三 磷酸 (dNTP) 模 板 配 
对 ,配对 成 功 后 在 DNA 聚合 酶 的 作用 下 ,添加 到 测序 引 
物 的 3 末端 ,同时 释放 出 一 个 分 子 的 焦 磷 酸 (PPi)。ATIP 
硫酸 化 酶 催化 PPi 与 5- 磷 酰 硫 酸 (APS) 结 合 形成 ATP， 
然后 在 欧 光 素 酶 的 催化 作用 下 ,生成 的 ATP 和 荧光 素 结 
合 形成 氧化 殉 光 素 , 同 时 产生 可 见 光 。CCD 感应 器 检 
测 到 光 信 号 后 ,Pyrogram 转化 为 检测 峰 , 每 个 峰 的 高 度 
( 光 信 号 ) 与 挫 和 的 核 音 酸 数目 呈正 比 。Apyrase 不 断 降 
解 未 摊 入 的 核 芽 酸 和 ATP, 滩 灭 光 信号 ,再 生 反 应 体系 。 
1.5 分 析 方法 

用 Roche-NimbleGen 寻找 特定 参数 甲 基 化 富 集 峰 
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来 判断 CpG 岛 甲 基 化 情况 ,筛选 前 列 腺 癌 组 CpG 岛 甲 
基 化 而 良性 前 列 腺 增生 组 CpG 岛 不 发 生 甲 基 化 的 区 域 
及 其 对 应 的 基因 (高 甲 基 化 基因 ) 和 前 列 腺 癌 组 CpG 岛 
不 发 生 甲 基 化 而 良性 前 列 腺 增生 组 CpG 岛 甲 基 化 区 域 
及 其 对 应 的 基因 (去 甲 基 化 基因 ) ,获得 一 组 前 列 腺 腺 癌 
和 良性 前 列 腺 增生 明显 差异 甲 基 化 的 基因 谱 。 根 据 差 
异 甲 基 化 基因 的 PeakScore 值 (基因 甲 基 化 可 信和 度 / 甲 基 
化 的 显著 性 ) 的 大 小 ,筛选 出 CpG 岛 区 甲 基 化 最 显著 的 
7 个 基因 。 上 传 至 NIH-DAVID 数 据 库 小 进行 差异 基因 
的 GO 分 析 , 获 取 差 异 甲 基 化 基因 的 分 子 功能 。 焦 磷酸 
测序 结果 统计 方法 采用 选取 检测 位 点 甲 基 化 频率 的 平 
均值 。 


2 结果 
2.1 样品 DNA 完整 性 检测 

本 实验 研究 样本 均 使 用 激光 捕获 显 微 切割 捕获 单 
一 同 质 的 前 列 腺 腺 癌 腺 体 细胞 及 良性 前 列 腺 增生 腺 体 
细胞 (图 1) ,将 前 列 腺 腺 癌 组 和 良性 前 列 腺 增生 组 提取 
的 总 DNA JH NanodropND- 1000 检测, Aso/Azwo 值 均 大 
于 1.8, 琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 (选取 其 中 10 份 DNA 样 品 见 图 
2) ,样本 总 DNA 条 带 清 晰 ,完整 度 好 。 实 验证 明 ,激光 
捕获 显 微 切 割 技 术 获 取 前 列 腺 腺 癌 和 良性 前 列 腺 增生 
腺 体 细胞 可 行 有 效 。 


Mark 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 


2 组 织 样品 DNA 条 带 

Fig.2 DNA extracted from the tissue samples. 1-5: DNA from 
prostatic adenocarcinoma; 6-10: DNA from benign prostatic 
hyperplasia. 


22 应 用 RLGS 技 术 CpG 岛 甲 基 化 及 甲 基 化 程度 分 类 
情况 

在 总 共 28752 个 CpG 马 中 ,前 列 腺 腺 癌 样 本 平均 有 
10878 个 CpG 岛 发 生 甲 基 化 ,基因 组 CpG 岛 甲 基 化 发 生 
率 为 37.83% 。 恨 性 前 列 腺 增生 样本 平均 有 8470 个 
CpG 岛 发 生 甲 基 化 ,基因 组 CpG 岛 甲 基 化 发 生 率 为 
29.46% ,前 列 腺 腺 癌 基 因 组 CpG 岛 甲 基 化 位 点 数量 较 
良性 前 列 腺 增生 基因 组 CpG 岛 甲 基 化 位 点 平均 多 2408 
个 。 实 验证 明 前 列 腺 腺 癌 基 因 组 多 CpG 位 点 甲 基 化 异 
常 改变 的 结果 (图 3、4)。 
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图 3 两 组 样品 平均 CpG 岛 发 生 甲 基 化 对 比 
Fig.3 | Comparison of CpG island 
methylations in the two samples. 
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图 4 两 组 样品 CpG 岛 甲 基 化 发 生 率 对 比 
Fig.4 Comparison of methylation rate of the CpG 
islands in the two samples. 
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2.3 RLGS 分 析 前 列 腺 腺 癌 CPG É Y X46 

为 了 辨别 前 列 腺 腺 癌 CpG 岛 的 甲 基 化 程度 ,我 们 
完成 了 38 例 前 列 腺 组 织 的 RLGS。 在 分 析 前 列 腺 腺 癌 
的 RLGS 分 布 与 前 列 腺 增生 分 布 对 比 时 ,有 较 多 的 二 倍 
体位 点 的 丢失 被 识别 。 肿 瘤 分 布 中 任何 丢失 的 点 或 者 
在 强度 上 明显 减少 的 点 都 被 认为 是 丢失 。 在 38 例 对 比 
研究 中 发 现 前 列 腺 腺 癌 组 与 前 列 腺 增生 组 样本 的 对 比 
存在 明显 的 差异 (图 5A、B)。 这 些 二 倍 体 点 丢失 的 原因 
包括 Not 位 点 的 超 甲 基 化 基因 位 点 的 纯 合 子 缺失 用 
于 RLGS 分 析 的 3 个 酵素 识别 位 点 中 任意 一 个 发 生 点 突 
变 或 Not I /EcoR V 碎 片 内 的 染色 体重 排 断 点 等 等 。 
2.4 前 列 腺 腺 癌 基 因 组 CPG 岛 高 甲 基 化 最 显著 的 7 个 
基因 

根据 差异 甲 基 化 区 域 的 PeakScore 值 从 大 到 小 排 
列 , 获 取 启 动 子 区 高 甲 基 化 最 显著 的 7 个 区 域 及 其 对 应 
的 基因 。 从 大 到 小 分 别 为 DPYS、P16、APC、GSTP1、 
TMEM122 .RARB .ARHGAP20( 图 6)。 
2.5 7 个 前 列 腺 腺 癌 基 因 组 CPG 岛 高 甲 基 化 频率 检测 

对 筛选 出 来 的 7 个 基因 进行 二 代 甲 基 化 测序 ,分 别 
得 到 对 应 的 甲 基 化 值 ,从 大 到 小 分 别 为 DPYS、APC、 
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5 二 信 体 位 点 
Fig.5 Diploid site (arrows) in BPH (A) and prostate cancer tissues (B) in RLGS distribution. 
45 2.6 DPYSX El GO Z/T 
生物 信息 学 分 析 , 可 知 以 上 7 个 基因 参与 了 包括 非 
跨 膜 蛋白 酷 氨 酸 激酶 激活 .转录 共 激 活 因子 激活 , 甲 基 
m 巴豆 酰 -CoA 沙化 酶 激活 .蛋白 结合 等 分 子 功能 ;转录 因 
子 活性 的 正 调控 ` 亮 损 酸 分 解 代谢 工 细胞 分 化 正 调控 、 
" 阳性 胸腺 T 细 胞 的 选择 DNA 依赖 转录 调控 等 生物 过 
E. : 程 。 其 中 DPYS 参 与 了 13 个 GO 注释 的 生物 功能 ,50 种 
ske 疾病 的 发 生发 展 和 47 个 蛋白 间 的 相互 作用 。 
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6 前 列 腺 腺 癌 基 因 组 CpG 岛 高 甲 基 化 最 显著 的 7 
个 基因 Peak Score 值 
Fig.6 Peak scores of the 7 genes with the most obvious 


hypermethylation of the CpG islands in prostatic 
adenocarcinoma genome. 


RARB, TMEMI22, ARHGAP20,P16, GSTP1 ( € 1) , 


甲 基 化 频率 最 高 的 DPYS 测 序 结果 (图 7)。 


表 1 7 个 基因 CPG 岛 高 甲 基 化 频率 检测 结果 


Tab.1 Hypermethylation rate of the CpG islands of the 7 genes 


Gene Methylation frequency 
DPYS 32.7 

APC 26.5 

RARB 20.8 
TMEM122 14.8 
ARHGAP20 14.8 

P16 11.3 

GSTPI T3 


在 前 列 腺 癌 的 发 生发 展 中 , 越 来 越 多 研究 者 认识 到 
表 观 遗传 学 改变 参与 了 前 列 腺 癌 的 早期 阶段 ,甚至 瘤 前 
病变 ”。 其 中 DNA 甲 基 化 是 最 重要 的 表 观 和 遗传 学 内 
容 ,DNA 甲 基 化 异常 已 被 证 实 与 前 列 腺 腺 瘤 密切 相关 ， 
且 在 前 列 腺 乃 癌 的 不 同 阶 段 均 可 检测 中 。 因 此 ,在 早期 
诊断 前 列 腺 癌 方 面具 有 巨大 的 研究 价值 。RLGS 技术 
的 优点 包括 :中 与 甲 基 化 特异 性 PCR 或 核酸 分 子 杂 交 
技术 不 同 ,RLGS 不 需要 预先 设计 引物 或 探 针 ,避免 了 
先 人 为 主 的 仿 差 和 盲目 性 ,覆盖 性 好 ,可 较 完 整 描绘 
基 化 谱 ;@ 较 客观 地 为 下 一 步 甲 基 化 肿瘤 标志 物 的 得 选 
提供 目的 基因 ;G@) 对 未 知 序 列 DNA 片 断 的 高 甲 基 化 亦 
可 检 出 ,可 为 新 的 肿瘤 相关 基因 的 克隆 和 鉴定 提供 线 
索 。 本 研究 采用 RLGS 技术 检测 前 列 腺 瘤 组 织 和 正常 
前 列 腺 组 织 中 5'CpG 岛 甲 基 化 状态 ,以 期 构建 前 列 腺 癌 
组 织 基 因 组 范围 内 的 SCpG 岛 甲 基 化 谱 , 得 到 一 组 在 前 
列 腺 腺 癌 基 因 组 中 高 甲 基 化 的 基因 。 与 正常 对 照相 比 ， 
样本 中 缺失 或 信号 减弱 的 点 表示 高 甲 基 化 的 CpG 岛 。 
相反 ,新 出 现 或 信号 增强 的 点 则 表示 低 甲 基 化 的 CpG 
岛 。 对 可 能 存在 的 前 列 腺 癌 相 关 但 未 测定 序列 进行 测 
序 和 功能 检测 ,为 新 的 前 列 腺 癌 相 关 基 因 的 克隆 、 定 位 
和 鉴定 提供 线索 ,筛选 出 特异 性 甲 基 化 标志 物 可 以 有 效 
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E2-TYGYGTTTITAGAAYGTTTTGYGTTTY GATGTTYGTAGG 


T 
| 4496 | 23% ] 


3696 ] 39% | 4296 | 


39% | 6% | 


ES GICcCIGICGCTTAGTATZCGTIAGTICTIGTTCGIATCAGTCGUTAA 


10 15 


7 DPYS 焦 磷酸 测序 结果 
Fig.7 Sequencing of DPYS PRPP. 


补充 目前 前 列 腺 癌 早 期 诊断 的 不 足 。 本 实验 选用 富 含 
CG 的 酶 切 位 点 作为 路 标 ,用 可 识别 CpG 岛 甲 基 化 位 点 
的 限制 酶 将 基因 组 DNA 切割 成 有 甲 基 化 和 没有 甲 基 化 
的 两 种 DNA 片断。 酶 切片 段 末 端 用 同位 素 标记 , 然后 
通过 二 维 电泳 (图 $) ,放射 自 显影 将 上 述 两 种 片断 分 开 ; 
再 参照 特殊 的 内 切 酶 DNA 片断 序列 文库 ,得 到 相应 的 
DNA 片断 序列 , 比 对 人 类 基因 组 DNA 的 NotI/EcoRV 
边缘 文库 。 当 一 个 孔 板 中 的 复制 品 与 基因 组 DNA 混 合 
时 ,对 于 这 个 特定 的 孔 板 来 说 ,合成 的 RLGS ELE 
一 个 由 一 系列 确定 的 点 来 显示 增加 强度 的 标准 分 布 。 
这 一 现象 是 在 一 系列 的 32 块 孔 板 的 行 和 列 中 混合 操作 
的 。 因 此 ,我 们 在 这 一 文库 中 绘制 了 确切 的 孔 板 、 行 和 
列 各 自 的 RLGS 点 ,并 且 由 此 得 到 了 RLGS 点 克隆 的 快 
速 访问 ,对 比分 析 得 出 前 列 腺 腺 癌 CPG 岛 发 生 差异 性 


20 25 30 35 40 


中 异常 甲 基 化 ,这 些 基因 主要 包括 DNA 损伤 修复 基因 、 
激素 应 答 基 因 细胞 周期 调控 基因 .肿瘤 抑制 基因 , 凋 亡 
基因 肿瘤 细胞 浸润 和 转移 基因 等 %*"。 本 研究 利用 
Roche-NimbleGen 寻找 特定 参数 甲 基 化 富 集 峰 来 判断 
CpG 岛 甲 基 化 ,通过 PeakScore 值 的 大 小 得 得 7 个 基因 ， 
这 些 基因 均 为 高 密度 CpG 岛 甲 基 化 基因 。 通 过 生物 信 
息 学 分 析 , 这 些 基因 参与 了 多 个 生物 功能 作用 途径 ,可 
能 在 前 列 腺 腺 癌 的 发 病 中 发 挥 重 要 的 作用 。DPYS 参 
与 了 13 个 GO 注释 的 生物 功能 ,50 种 疾病 的 发 生发 展 和 
47 个 和 量 白 间 的 相互 作用 ,其 高 甲 基 化 改变 可 能 在 前 列 腺 
腺 癌 中 也 存在 重要 的 意义 ,DPYS 基 因 CPG 岛 7 位 点 焦 
磷酸 测序 显示 甲 基 化 频率 为 32.7% ,是 我 们 后 续 人 研究 的 
重点 。DPYS 基 因 位 于 8 号 染色 体 q11, 由 DPYS 的 注释 
生物 功能 我 们 了 解 到 , 它 参 与 了 免疫 应 答 , 信 号 转 导 等 


的 甲 基 化 位 点 比 良 性 前 列 腺 增生 组 平均 多 1587 个 , 基 
因 组 总 体 甲 基 化 发 生 率 两 组 间 具 有 明显 的 统计 学 差异 
(图 4)。 

激光 捕获 显 微 切 制 技术 (LLCMD) ”进行 前 列 腺 腺 体 
细胞 的 获取 能 有 效 的 避免 了 腺 体 细胞 外 的 其 他 细胞 如 
肌肉 及 纤维 等 细胞 的 影响 ,保证 了 实验 结果 的 准确 ,使 
疾病 相关 基因 的 筛 查 更 具 特 异性 。 本 实验 通过 对 所 有 
样本 的 甲 基 化 谱 进 行 差异 甲 基 化 分 析 , 发 现 只 在 前 列 腺 
腺 癌 发 生 甲 基 化 而 在 良性 前 列 腺 增生 不 发 生 甲 基 化 的 
CpG 岛 有 366 个 ;只 在 良性 前 列 腺 增生 发 生 甲 基 化 而 在 
前 列 腺 脲 癌 不 发 生 甲 基 化 的 CpG 岛 有 193 个 。 由 此 可 
见 , 前 列 腺 腺 癌 的 发 生 可 能 是 基因 组 多 位 点 的 甲 基 化 并 
常 改变 并 通过 复杂 生物 过 程 相互 作用 的 结果 。DNA 甲 
基 化 抑制 基因 转录 主要 通过 染色 体重 塑 。 当 局 动 子 区 
CpG 岛 发 生 甲 基 化 时 , 甲 基 化 胞 喀 咱 结合 蛋白 以 及 各 种 
染色 体重 塑 相 关 的 复合 物 ,包括 组 强 白 去 乙酰 化 酶 ,会 
被 吸引 到 DNA 甲 基 化 区 域 。 组 蛋白 去 乙酰 化 酶 可 以 使 
组 有恒 白 去 乙酰 化 并 有 助 于 维持 核 小 体 紧密 连接 ,保持 转 
录 沉 默 状态 。 同 样 , 当 DNA 发 生 去 甲 基 化 时 , 则 不 会 吸 
引 组 重 白 去 乙酰 化 酶 ,组 蛋白 将 继续 保持 乙酰 化 并 促进 
基因 转录 "。 许 多 基因 已 被 确定 在 前 列 腺 和 其 他 癌症 


生物 过 程 ,在 自然 杀伤 细胞 介 导 的 细胞 毒 作 用 和 T 细 
胞 受 体 信号 通路 中 扮演 重要 的 角色 。 目 前 赎 绕 DPYS 
在 前 列 腺 癌 领 域 的 研究 届 指 可 数 ,英国 学 者 通过 对 367 
例 前 列 腺 癌 组 织 标本 甲 基 化 检测 中 发 现 , DPYS 甲 基 
化 与 PSA、GS 评 分 一 样 ,可 作为 一 个 独立 的 指标 预测 
前 列 腺 癌 术 后 的 生存 情况 。 在 本 组 样品 RLGS 中 发 
现 DPYS 基因 CPG 岛 甲 基 化 在 前 列 腺 甩 癌 中 差异 明 
显 。 通 过 二 代 焦 磷酸 测序 发 现 DPYS 甲 基 化 的 各 个 位 
点 均 存 在 明显 的 甲 基 化 (图 7), 在 前 列 腺 腺 癌 的 发 生 中 
存在 明显 的 抑制 作用 , 当 DPYS 基因 发 生 高 甲 基 化 改 
变 ,DPYS 转录 抑制 ,APC 介 导 的 免疫 应 答 过 程 失调 ， 
前 列 腺 腺 癌 免 疫 抑 制 功能 丧失 ,最 终 导致 前 列 腺 腺 瘤 
发 生 。 

目前 ,临床 上 晚期 前 列 腺 腺 癌 多 以 内 分 泌 治 疗 为 
主 ,开始 效 疗 好 ,后 逐渐 发 展 成 为 去 势 抵抗 性 前 列 腺 腺 
癌 (HRPC)"”"。HRPC 除 了 选用 多 西 他 赛 ,还 可 选用 两 
类 新 药 : 新 型 激素 药物 阿 比 特 龙 .MDV3100 和 非 激素 药 
物 Sipuleucel-T\ 卡 巴 他 赛 ”。 在 各 种 新 型 药物 中 ， 
Sipuleucel-T 副 作用 较 轻 ,是 一 个 免疫 治疗 药物 ,并 于 
2010 年 4 月 获 美 国 FDA 批 准 用 于 去 势 抵抗 性 前 列 腺 腺 
瘤 的 治疗 ,是 第 一 个 治疗 性 肿瘤 疫苗 。 以 抗原 提 呈 细胞 
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介 导 的 免疫 反应 作为 基础 ,不 仅 有 效 延 长 患者 生存 期 ， 
且 副 作用 较 轻 ”。 我 们 通过 RLGS 分 析 发 现 前 列 腺 癌 
基因 组 CPG 岛 存在 高 甲 基 化 ,并 通过 生物 信息 学 分 析 
所 得 的 Peak Score 值 成 功 饰 选 出 7 个 基因 , 焦 磷酸 测序 
发 现 DPYS 基因 甲 基 化 最 明显 ,与 前 列 腺 腺 癌 免 疫 抑 紧 
密 相关 ,可 作为 候选 基因 在 前 列 腺 腺 瘤 免疫 治疗 领域 做 
进一步 研究 。 
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